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Obtenção de milho tolerante a virose do mo-
saico pela tecnologia do RNAi
Apresentação
O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, perdendo apenas para
os Estados Unidos e a China. Nos últimos cinco anos, com o aumento da
produção brasileira houve também um aumento da incidência de doenças,
como é o caso de viroses, causando perdas de até 50%. Na busca de solu-
ções, cultivares cada vez mais produtivas, resistentes a doenças e adaptadas
às mais diversas condições de cultivo nem sempre estiveram disponíveis em
um espaço curto de tempo. Uma alternativa para acelerar a identificação ou
criar novos materiais seria a utilização de técnicas como manipulação gênica
e transformação.
Uma das técnicas que pode ser usada para diminuir o efeito de virose na
cultura do milho é do RNA de interferência (RNAi), um mecanismo natural de
regulação gênica de organismos eucariontes visando o silenciamento de
genes específicos. O silenciamento ocorre através da degradação do RNA
alvo por formação de dupla fita dessa molécula. No caso da manipulação
genética, esta dupla fita de RNA é feita artificialmente através da incorporação
de um fragmento do próprio genoma do vírus duplicado em sequência inverti-
do em relação um ao outro.
O mecanismo se baseia no cancelamento de RNAs através de enzimas
presentes nas células eucarióticas que, a partir de um substrato formado por
dupla fita de RNA, é capaz de degradá-lo, não permitindo a sua continuidade
para a tradução de proteínas. Muitas indústrias farmacêuticas e grupos de
pesquisa em biotecnologia vêm investindo nesta técnica na busca de solu-
ções nas áreas agronômica e médica. Sua aplicação poderá ser a chave para
a resolução de muitos problemas agronômicos antes considerados impossí-
veis, principalmente em relação à incidência de doenças virais em cultivares
de importância comercial no Brasil e no mundo.
Introdução
O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo, sendo o Brasil um dos
maiores produtores mundiais, perdendo apenas para os Estados Unidos e a
China (FAO, 2008). No Brasil, o Sul, o Sudeste e o Centro-Oeste são as
regiões que apresentam as produções mais expressivas, destacando-se,
principalmente, os estados do Paraná e de Minas Gerais. A produção de milho
se destaca por sua presença tanto na alimentação humana quanto na
alimentação animal, sendo utilizada tanto na forma in natura como na forma
beneficiada como farelos, farinhas, pães e silagens, entre outros (Almeida,
1998).
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A cada ano, a safra brasileira vem apresentando
um aumento expressivo, sendo que em 2008
deve chegar em 57,8 milhões de toneladas deste
grão. Um aumento de 35% quando comparado ao
produzido em 2003. No entanto, a limitação da
terra produtiva, os recursos de água, os
estresses ambientais e o grande crescimento da
população ocasionam uma grande demanda no
aumento da produção, assim como na
manutenção e na melhora de sua qualidade
(Huang e Wei, 2004).
Dentre os estresses ambientais, encontram-se
os ataques de pragas e doenças. No caso do
milho, estes problemas têm se agravado desde
1990 com o aumento das áreas cultivadas, tanto
na safra normal como na safrinha devido,
principalmente, ao intenso cultivo em áreas
irrigadas e à falta de adoção de rotação de
culturas em certas áreas. Assim, doenças que
antes não constituíam problema aumentaram a
incidência, como é o caso das viroses e dos
enfezamentos (causados por molicutes -
fitoplasmas e espiroplasmas) (Oliveira et al.,
2003; Gonçalves et. al., 2007).
Estimativas experimentais mostram reduções na
produção de até 50% em genótipos mais
susceptíveis ao mosaico (Fernandes et al., 1995).
A virose do mosaico comum do milho pode ser
causada por quatro diferentes potivirus:
sugarcane mosaic vírus ou SCMV; maize dwarf
mosaic vírus ou MDMV; sorghum mosaic vírus ou
SrMV; e johnsongrass mosaic vírus ou JGMV
(Almeida, 1998). Apesar disso, segundo
Gonçalves et al. (2007) no Brasil apenas as
espécies SCMV e MDMV são descritas infectando
naturalmente o milho. O mosaico comum ataca
também o sorgo e a cana-de-açúcar, culturas de
grande importância econômica, além de
numerosas espécies selvagens de Poaceae que
constituem reserva de inóculo para as espécies
cultivadas.
O vírus é transmitido mecanicamente e, na
natureza, é disseminado de maneira não
persistente. Pode ser transmitido por mais de 20
afídeos. No caso do milho, o pulgão-do-milho
(Rhopalosiphum maidis) é considerado o principal
transmissor, ressaltando-se também, na
transmissão, os afídeos Dactynotus amrosiae,
Schizaphis graminium e Hysteroneura setariae
(Fernandes et al., 1995; Shukla el al., 1994).
Estes agentes transmissores são os prováveis
responsáveis pela infecção de cerca de 250
espécies de gramíneas hospedeiras dos vírus do
mosaico. Estas espécies de gramíneas
conhecidas podem servir também como
reservatório de inóculo em áreas de cultivo de
milho (Fernandes et al., 1995), o que pode
contribuir para o aumento da incidência do vírus
em determinados locais.
Os sintomas desta virose normalmente
apresentam-se em padrão de mosaico,
caracterizando-se pela presença de áreas
irregulares de cor verde normal, sem relação com
as nervuras, sobre áreas de coloração verde
claro ou sobre um fundo clorótico (Fernandes et
al., 1995; Almeida, 1998). Geralmente, as áreas
cloróticas se apresentam difusas, podendo ter
forma definida e até serem acompanhadas de
necrose (Almeida, 1998). Os sintomas iniciais da
doença são pontos cloróticos no meio e na base
da folha dispostos linearmente (Gonçalves et al.,
2007). Estes sintomas podem ser observados na
lâmina e na bainha de todas as folhas e na palha
das espigas que se desenvolverem após a
infecção. Algumas vezes, as plantas podem se
apresentar levemente enfezadas (Fernandes et
al., 1995).
Plantas possuem diferentes mecanismos para
proteção contra invasão por patógenos, como
barreiras físicas, metabólicos secundários e
proteínas antimicrobianas. Uma vez
estabelecidos, elicitadores produzidos e liberados
pelo patógeno induzem novas defesas que
compreendem fortalecimento da parede celular,
produção de fitoalexinas e síntese de proteínas
relacionadas à defesa da planta. Estes
mecanismos, dentre outros, podem ser
encontrados em bancos de germoplasma e sua
identificação é uma das formas mais eficazes e
rápidas aplicadas ao melhoramento.
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Uma estratégia alternativa para obtenção de
materiais resistentes a patógenos, mais
especificamente a vírus, foi publicada por
Grumete et al. (1987), quando superexpressaram
parte do genoma deste patógeno na planta
sensível e mostraram um aumento de
resistência. A explicação dada na época foi de
que a disfunção dos produtos gênicos derivados
do patógeno poderia inibir o patógeno. Em
trabalhos semelhantes, foi também demonstrada
a expressão da capa protéica do TMV (Tobacco
mosaic virus) na geração de plantas de tabaco
resistentes (Abel et al., 1986). Estas plantas,
quando na presença do vírus, não mostravam
sintomas ou mostravam um aparecimento tardio
dos sintomas. Experimentos adicionais
mostraram, logo a seguir, que o nível da
expressão do transgene estava correlacionado
com o nível de expressão da resistência (Fitchen
e Beachy, 1993; Powell et al., 1990).
Ao mesmo tempo, outros grupos
superexpressaram genes do vírus de plantas. Em
1990, dois diferentes grupos demonstraram
resultados do que se chama de “co-supressão”
(Napoli et al., 1990. van der Kron et al., 1990).
Neste caso, algumas plantas transgênicas
mostraram supressão tanto do transgene como
do homologo endógeno da planta em vez da
superexpressão.
Fire et al. (1998) utilizaram um método de
silenciamento antissenso introduzindo tanto a fita
senso como antissenso em Caenorhabditis
elegans e obtiveram um silenciamento 10 vezes
maior do que com a fita senso ou com a fita
antissenso apenas.  Em 1992, trabalhos
mostraram que a transformação de plantas com
o gene fora do quadro de leitura também gerava
plantas transgênicas resistentes ao vírus.
Evidências posteriores demonstraram que a
atividade de degradação do RNA era no
citoplasma e que o RNA estava sendo clivado em
sítios específicos. Estes estudos básicos levaram
muitos grupos de pesquisa a olhar com mais
detalhe o que veio posteriormente a ser chamado
de RNAi (RNA de interferência).
O RNAi é um mecanismo natural em organismos
eucariotos como plantas, animais e fungos
(Wang et al., 2003) que envolve regulação pós-
transcricional e silenciamento direto de genes.
Em plantas, a resposta se espalha por
plasmodesmas pelo e floema (Neilson e Sharp,
2008), o que leva a uma resposta rápida e eficaz.
O RNAi está envolvido na regulação de genes
ligados ao desenvolvimento, na fisiologia da
planta, assim como na supressão de RNAs
deletérios, como os oriundos de transposons.
Outra grande importância deste tipo de regulação
gênica pós-transcricional é a defesa contra
ácidos nucléicos invasivos, incluindo viroses e
ainda sequências repetitivas no genoma (Wang e
Metzlaff, 2005; Carrignton et al., 2001).
Atuação do RNAi
O RNAi é um RNA de fita simples que, através de
complexos enzimáticos, se liga a uma sequência
homóloga com o mRNA, provocando a
degradação do mesmo e impossibilitando, assim,
a tradução, o que caracteriza o silenciamento
gênico pós-transcricional (Malajovich, 2004).
O RNAi assemelha-se ao RNA antissenso, porém
é mais simples e mais eficaz. O RNA antissenso
é uma fita simples complementar – homóloga ao
mRNA que se liga a este, impedindo sua
tradução.
A primeira classe a participar do RNAi é o RNA
dupla fita (RNAdf), que é formado pela
complementariedade de bases de duas fitas
simples de RNA e automaticamente reconhecido
por um complexo enzimático chamado DICER
(Chiu e Rana, 2003, Barbosa e Lin, 2004). Este
primeiro complexo tem atividade RNAse III e
digere o RNAdf em fragmentos de 21 a 25pb.
Estes pequenos fragmentos são reconhecidos
por um segundo complexo enzimático que
acopla-se a regiões homólogas destes
fragmentos de 25pb no mRNA alvo (que, neste
caso, será o próprio genoma do potyvírus),
degradando-o e impossibilitando que o vírus
produza as enzimas necessárias à sua
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multiplicação (Chiu e Rana, 2003, Wang e
Metzlaff, 2005). Para que a fita de RNAdf ocorra
neste processo, uma região conservada do
genoma do vírus (cerca de 400 pb) é colocada
duas vezes na construção gênica, sendo que
uma delas é invertida em relação à primeira
(Figura 1). Quando a construção é transcrita,
ocasiona a formação de uma dupla fita de RNA.
Trabalhos de RNAi com potivírus em várias
plantas têm sido publicados com sucesso;
contudo, a obtenção de resistência de milho ao
potivírus não foi ainda descrita.
RNAi e viroses
Grande parte das plantas são infectadas por vírus
que buscam replicar seus genomas. Quando isto
acontece, são produzidos RNAs com potencial
para formar ligações de interferência, sendo,
portanto, indutores deste mecanismo de defesa
(Waterhouse et al., 2001; Carrington et al., 2001).
Várias linhas de pesquisas indicam que o
silenciamento de RNA é em geral um mecanismo
de defesa antiviral em plantas (Vance e
Vaucheret, 2001). Se um vírus que contém
sequências de um gene homólogo infectar a
planta, o silenciamento pode ser desencadeado
pelo próprio vírus alvo (Carrington et al., 2001).
Figura 1. O RNAi é uma fita de RNA menor – em média apresenta de 21 a 25 nucleotídeos – resultante
da fragmentação da dupla fita de RNA – RNAdf que, ligando em regiões homólogas do mRNA, induz a
degradação desta molécula (Chiu e Rana, 2003). Ainda segundo estes mesmos autores, quando
acontece a formação do siRNA (pequeno RNA de interferência) duplex a formação da ligação entre as
fitas senso e antissenso do RNA favorece a fosforilação do complexo e, consequentemente, o
reconhecimento pela RISC; uma segunda fosforilação ocorre ativando o complexo RISC para que o
complexo possa agir separando as fitas de RNAi (Chiu e Rana, 2003)
AUGGACUAGCA
UUACCUGAUCGUA
5’
3’
Fita dupla de
RNA DICER
AAAAAA
A
AAAAAA
A
mRNA
mRNA
20-25
nt
RISC
DICER
RISC
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Em alguns casos, o silenciamento do RNA
durante a infecção pode resultar na recuperação
do fenótipo, quando folhas novas emergem livres
de vírus e de sintomas da infecção (Carrington et
al., 2001). Isto pode se dar devido à cinética e ao
padrão de propagação do sinal para o
silenciamento que, segundo Neilson e Sharp
(2008), é capaz de espalhar tanto de células a
célula quanto através dos plasmodesmas e,
sistemicamente, através do floema. Estes
autores ressaltam ainda que o possível
mensageiro deste sinal poderia ser um ácido
nucléico. Além disso, o silenciamento de RNA em
resposta a uma infecção viral pode proteger
contra a infecção cruzada por viroses
intercorrelacionadas (Carrington et al., 2001).
Podendo, assim, os vírus tanto disparar quanto
serem o alvo do silenciamento.
Montagem de construções gênicas
RNAi e transformação
Para a montagem do cassete gênico para o
processo do RNAi na obtenção de plantas de
milho tolerantes à doença do mosaico, um frag-
mento gênico da região 3’ do potivírus deve ser
escolhido. Para tanto, devem ser utilizadas
sequências de isolados do gene em questão. É
de extrema importância a busca de regiões mais
conservadas, pois estas sequências podem
garantir a funcionalidade do RNAi nas estirpes
que apresentam homologia entre as 19-25 bases
do RNAi.
A escolha da sequência final deve ser baseada
em softwares capazes de calcular a energia livre
necessária para a formação do RNAi como o
MFold. O MFold 3.2 com base na energia livre,
?G, prediz um mínino de ?G necessário para que
ocorra o pareamento das bases, assim como a
?G que existe entre as bases. Este cálculo gera
uma plataforma de dados entre o número de
dados que se quer combinar na sequência para a
formação do grampo somado ao ?G do
anelamento das bases (Zuker, 2003). Número de
acessos no NCBI relativos à sequência do SCMV,
vírus do mosaico da cana de açúcar:  DQ315489;
DQ315490; DQ315491; DQ315492; DQ315493;
DQ315494; DQ315495; DQ315496; DQ315497;
DQ315498; na busca de regiões mais conserva-
das, sequência dos genomas completos de
Sorghum mosaic vírus - SrMV (U57358),
Sucarcane mosaic vírus - SCMV (NC_003398),
Johnsongrass mosaic vírus - JGMV (NC_003606)
e Maize mosaic vírus - MDMV (NC_003377),
também foram consultadas (Figura 2).
TAGGGACTGGTGCAACAGGAGGCCAAAAAGACAAGGATGTAGATGCTGGTACGA
CAGGCACAATTACAGTGCCAAAACTTAAAGCCATGTCGAAGAAGATGCGCTTGCC
AAAAGCAAAAGGAAAAGATGTTTTGCATCTGGACTTTCTGTTAACATACAAACCGC
AGCAACAAGACATATCAAACACAAGAGCAACCAGAGAGGAGTTTGATAGGTGGTA
TGAAGCCATAAAGAAGGAATATGAAATAGATGACACACAAATGACAGTCGTCATGA
GCGGTCTAATGGTATGGTGTATTGAGAATGGTTGCTCACCAAACATAAACGGAAG
TTGGACAATGATGGATGGAGATGAACAAAGAGTCTTCCCATTAAAACCAGTTATTG
AAAACGCATCCCCAACGTTCCGGCAAATAATGCATCATTTTAGTGATGCAGCTGAA
GCGTACATAGAATATAGAAATTCTACTGAGCGTTACATGCCAAGGTACGGACTTCA
Primer  5’
Primer 3’
Figura 2. Sequência escolhida com base na Energia Livre (MFold 3.2) para montagem do cassete
utilizando a tecnologia do iRNA
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Clonagem da sequência
A partir da sequência escolhida, devem ser
desenhados primers para a amplificação da
sequência através de reação de PCR a partir do
clone escolhido. É importante ressaltar que, no
momento da construção dos primers, devem ser
adicionadas as sequências de sítios enzimáticos
das enzimas que serão utilizadas no processo de
clonagem do fragmento, conforme demonstrado
na Figura 3 abaixo.
Confirmado o tamanho da banda a partir dos
dados originados na produção da sequência, o
resultado da PCR deve ser então clonado em
vetor como o TOPO 2.1 (Invitrogen), conforme
instruções do fabricante. Após a confirmação da
ligação por reação de PCR, o fragmento da
banda deve ser isolado do gel e deve ser realiza-
da reação de sequenciamento utilizando os
primers M13F e M13R.
Montagem do cassete iRNA
Depois de confirmada a presença da sequência
correta no vetor TOPO 2.1 (Invitrogen), este
deverá ser clivado com enzimas presentes no
fragmento para a clonagem. Para a clonagem da
construção RNAi, o uso de vetores como
pHANNIBAl e pKANNIBAL (CSIRO plant industry,
Austrália) é bastante empregado para a formação
do grampo do RNAi devido è presença do intron-
RNA (ihpRNA – intron hairping-RNA) por facilita-
rem a produção das construções ihpRNA. Este
tipo de construções (ihpRNA) apresenta até 100%
de silenciamento em plantas transgênicas,
apesar destas plantas poderem apresentar
diferentes graus de silenciamento (Helliwell e
Waterhouse,2003).
XbaI XhoI BamHIBamHI XhoI HindIIIKpnISeqüência de interesse
Figura 3. Descrição de sequência de primers acrescidas de sítios de clivagem de enzimas. Esquema
demonstrando os tamanhos das sequências oriundas da clivagem, onde: em verde, BamHI; em azul,
XbaI; em vermelho, HindIII; em rosa, XhoI; em roxo, KpnI
Primer A: AGCTCTAGACTCGAGGGATCCXXXX             rimer B:
GCGGATCCAAGCTTGGTACCATCGATXXXX
Após o processo de clonagem dupla, a constru-
ção do cassete iRNA que originará o looping deve
ser transferida para o plasmídeo que será empre-
gado na transformação, como o pCAMBIA 3301
(Figura 4). Este vetor deve conter o promotor e o
terminador de interesse para posterior transfor-
mação genética. Recomenda-se, então, um novo
sequenciamento para a confirmação correta da
clonagem. Durante todo o processo de monta-
gem do cassete gênico, as transformações de
Escherichia coli, bem como a extração dos
plasmideos, recomenda-se o protocolo descrito
por Sambrook et al., (1989).
Transformação das plantas
Na produção de milho transgênico via biobalística,
embriões imaturos de  1 a 1,5mm foram isolados
em condições estéreis e cultivados durante 30
dias em meio básico N6I (Chu et al., 1975),
suplementado com 2mg/L 2,4-D. Durante o
bombardeamento, foram utilizadas
micropartículas de tungstênio aceleradas através
de um aparelho movido a hélio. Um estoque de
micropartículas de tungstênio foi preparado
ressuspendendo 60mg de tungstênio M10
(Sylvania, GTE Chemicals/ Towanda – USA) em
1mL de uma solução 50% glicerol estéril. Uma
quantidade de 5µg de DNA da construção gênica
(plasmídeo pCAMBIA 3301 contendo o cassete
RNAi SCMV – figura 9) foi juntamente precipitado
sobre 50µL da solução estoque de tungstênio.
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Figura 4. Plasmídeos utilizados no processo de clonagem e montagem do cassete RNAi. Em amarelo,
Topo 2.1 recebendo fragmento de PCR; em azul, pKANNIBAL (CSIRO plant industry, Australia) já em
transformação com a sequência de interesse em direções opostas às extremidadas do intron. Em
marrom, clonagem da sequência no pCAMBIA 3301 já com promotor e terminador. Demonstradas
também as duas possiblidades para a formação do grampo na construção final
XbaI XhoI BamHIBamHI XhoI HindIIIKpnISeqüência de interesse
Topo 2.1
pKannibal
pCambia3301
Intro
n
Terminador
Promotor
3’ 5’
INTRO
N
PROMOTO
R
TERM
.
INTRO
N
PROMOTO
R
TERM
.
Possibilidade 1
Possibilidade 2
As partículas de tungstênio cobertas com DNA
foram cuidadosamente lavadas e ressuspendidas
em 60µL de etanol 100%.  Sete microlitros desta
solução foram depositados no centro dos
macrocarreadores, discos (24mm) de
membranas Kapton (Du Pont).  Tais membranas
foram usadas no bombardeamento dos tecidos
de interesse utilizando 1100psi de pressão de gás
hélio e os explantes foram posicionadas a 6cm da
plataforma de lançamento das micropartículas.
Foram mantidas constantes a distância entre a
câmara de gás de alta pressão e a membrana
carreadora contendo as micropartículas cobertas
com DNA (8mm), a distância entre a membrana
carreadora e a tela de retenção (12mm) e a
pressão de vácuo (27mm Hg). A seleção de
plantas transgênicas foi iniciada sete dias após
bombardeamento, quando os calos de milho
foram transferidos para meio básico N6S
suplementados com glufosinato de amônia, o
composto ativo do herbicida Finale.
Calos foram subcultivados a cada 10 dias em
dosagens crescentes de glufosinato de amônia (6
a 9mg/L). Para a regeneração, calos
embriogênicos foram transferidos inicialmente
para meio RM, suplementado com 6mg/L
glufosinato de amônia até a maturação dos
embriões. Em seguida, os embriões maduros
foram germinados em meio MS, suplementado
com 3mg/L de glufosinato de amônia a 26oC em
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luz (16h). Plantas com aproximadamente 5cm de
altura foram transferidas para solo em casa de
vegetação.
Resultados do experimento na casa
de vegetação
As plantas transformadas com a construção
gênica representando a região 3’ da capa protéica
do SCMV não mostraram sintomas da doenças
Figura 5. Descrição de experimento em casa de vegetação (A). Disposição das plantas na casa de
vegetação. Plantas controle com sintomas (B) e plantas transgênicas sem sintomas (C). Seta preta na
figura 6B mostra sintomas. Como controle, foram utilizadas oito plantas do genótipo Hi-II não transgênico
quando inoculadas com o vírus (Figura 5 e 6).
Como controle, foram inoculadas as plantas não
transgênicas do mesmo genótipo que mostraram
sintomas bastante evidentes. Isso demonstra que
a tecnologia do RNAi pode ser utilizada para o
obtenção de genótipos tolerantes a viroses
(principalmente aquelas causadas por vírus
representados por fitas de RNA).
A
B C
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Figura 6. Fotos tiradas do mesmo experimento da Figura 5, contudo com uma diferença de duas
semanas a mais. Plantas assintomáticas (setas) estão apresentando crescimento melhor do que as
plantas sintomáticas, indicando que o sistema do RNAi está realmente protegendo a planta contra a
doença. As fotos também ajudam a supor os efeitos da doença sobre a cultura. Não pode ser concluído
quanto à produção de grãos, mas esta terá grande chance de ser influenciada pela produção superior de
massa foliar das plantas assintomáticas
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